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唾液 タンパク質 中の高プ ロリンタンパ ク質は ,
PRP、.高プロリン糖タンパク質 (PRGP)および塩
基性高プロリンタンパク質を合め,唾液タンパク質






















































!白L液寒天l吉地 (BBL:Bccton Dickinson MicЮbiology
S)●cms、(｀∝kc)'s、illc,MD.,UoS.A.)に接種し,嫌気











ウム標i洩し、さらに, I inM KH2PO.、 lmM C£:2'
0・lmM M8(｀!2を合む KC:緩衝液 (pH 6.8)で洗浄





S′ψ ′ο` 7,(で′ざ ま“
g′′∫ ATCC 10556株お よ び
Srrar,ノィχりててVバめИ″,cPi MFe28株は,当研究室で継代培
養し.凍結保存 した菌株を用いた.これ ら供試株は,




保存l南地よ り BHIプロス (Din∞LboratOnes)10
mlに接種 し、人気中にて 37℃で培養した.この培
養液を同培養液 90 miに移 し,同一条件で静止期初
期 (約12時間)まで静置培養 した。これ ら菌体は,
0.15M41化ナ トリウムを合む :O mMリン酸緩衝液
(PBS.PH 7.2)によ り洗浄後.1()mM PBS(pH
7.2)により供i懸濁液 を調製し,共凝集阻害実験 に
供 した 27).3て,ル″c/7′αωノ′JMl"株は , Lu面a―








線 毛 は , P. gi′: ′ッ″s ATCC 33277 株 か ら








一晩透析 し,さらに, 10 mMトリス塩酸塩緩衝液
(Tns―HCl,pH 9.5)にて透析を行つた.これら透析












グメン トは,Watett c4逆相カラム (0.39×15 cm,
3(ЮÅ,Millipore Co.,MHfo4 MA.,U.S.A.)による

















分解 した各フラグメン トを Blo‐Dol装置を用いて ,
ポ リ ビ ニ リ ジ ン ジ フ ル オ ラ イ ド転 写 膜
(po!)、n):idnc dnuoH(b:PvDF,Blo‐rad Labomlones,
Hcにuほ.( A｀.、 11.S.A.)に吸 引吸着 させた。そ の
PVl)F‖英を 2%lip`1議牛血清アルブ ミン (BSA,
A-7030 Si8:na (｀hc:niml, Co., St. LЮuis, MO.,
UoS.A.)によリプロッキングし,20 pmo1/:n:のヨー
ド標識した P.g′7g′v″′s線毛 (121‐Fim)3 miと3時
111室れ1でインキュベー トし,さらに,l∞mM塩化
ナ トリウムを合む KC:緩衝液 (pH 6.8)により洗浄
した後.オー トラジオグラフィーを行つた。
5。PRPlペプ チ ドフ ラ グ メ ン トに よ る
P.g′giν
“






よ り 行 っ た 。 阻 害 実 験 に は ,N,Mと pPRP―
(｀ の各フラグメント、そして,種々 の合成ペプチ ド
(北海道システムサイエンス株式会社、北海道)お
よび精製 PRPiを用いた。まず,KCl緩衝液 (pH












ロタイタープレー ト (平底アミノプレー トタイプ A,
住友ベークライ ト株式会社.東京)を用い,酵素
免疫 測 定法 (ol,meJinkcd immunos研晩nt assay:
EIJSA)によ り行な った 日、 各 ウェル を 2%グル タ
ルア ルデ ヒ ドを合む PBS(pH 7.2)l CICl″lを分注 し,
国相 |力iを活性化させた後,PBSに溶解 した 2
″mtD1/mlのPRP:および2″md/mlの5種の合成ペ
プチ ドを ‐1晩4Cで固相化した。各ウェルを,









ウサギ IgG抗体 (Zymed LabonoHes,Inc.,CA.,
U.S.A.)と室温,3時間反応させた後,ρ―リン酸ニ
トロフェニル (Si3ma)を基質としたジエタノール





SDS‐ポ リア ク リルア ミ ドゲル電気泳動 (SDS‐
PAGE)は Phast system (Pharmacia LKB Blot∝h‐
nology AB,Uppsda SW(油n)を用い,通法に従つて
行つた。ペプチ ドフラグメン ト標品を 2.5%SDS,
l mMエチ レン ジア ミン 4酢酸 ナ トリウ ム
(EDTA),0.01%プロムフェノールブルーおよび
5%β―メルカプ トエタノールを合む 10 mM THs―
HCi(pH 8.0)30″|に溶解した後,1∞℃,5分間
熱処理した。0.0112M酢酸および0.HMトリスア
ミノメタンを合む PhastGd High DenSty(Phamacia
LKB)を支持体として,緩衝液は0.20Mトリシン,
0.20Mトリスおよび 0.55%SDSを合む PhastGd
SDS Buffcr Sthps(Pharm“ia LKB)を用い, 15℃,
10 mAの条件下で泳動 した.泳動後,タンパク質を















:il・51口|(().67n18/().3 mI PBS,pH 7.5)ウサギ皮下に
ガ1射し免疫を行つた。全採血を行い得られた血清を
PBS(pH 7.2)で透析し,PrOtd n Aアフイニテイ















薬)溶液で 10-30分染色後,波長 312 nmの紫外線
でDNAの存在を確認した.DNAフラグメントの抽























る.PCR産物 は,pGEM‐Tプラス ミ ド (Promega
Co.,Madson,.Wi.,U.S.A.)に挿入 し,373DNAシ
ーケンシングシステム(Pcよin Elmer Co.,Foster City,
CA.,U.S.A.)により増幅産物の遺伝子配列を確認し
た.S″Iと /V力ιIにより切断後,アガロース電気















制限酵素切断部 位を もつ以 下のプ ライ マ ーに よ り
































ブロスに接種し 1時間 37°C培養後,20 mMグルコ
ース.25″3/miエリスロマイシンを合む BHlアガー
に接種し.得られた抗生物質耐性コロニーを形質転
換株 (:TomЫ nallt S.g″め″′)とした。以下,形質
転換株を 卜S8、 】子生株を w‐S3と略す。










K( l｀緩衝液 (pH 6.8)により体積比で 47倍濃縮相
当の40mゴmlの利l標品溶液となるように調整した。
以後、これをFS8粗標品溶液と記す。また,wi‖株
1吉養 L清か らの調製も上記と同様に行い,以後 ,
、v‐Sg判[標品溶液と記す。
次に。標計:として lmゴmiの合成 pPRP‐C, 卜Sg
判t標l:ll溶液、 または w―Sg粗標品溶液を用い ,
PⅥ)「転写膜に吸引転写した。この PVDF膜を 1%
BSAを合む TBS・「 (0.14 M NaClと0.05%Tween 20
を合む25 mMトリス緩衝液;pH 7.4)溶液中で室温
!5分放置 した。ついで,TttT溶液で lCXD倍希釈
し た ウ サ ギ 抗 pPRP― C lgGと 4℃ ,一 晩 ,反 応 さ せ ,
1｀BSTで31口1洗浄後,TBST溶液で2000倍希釈した
西洋ワサビペルオキシダーゼ (HRP)結合ヤギ抗ウ
サギ 18(〕抗体 (Z)mcd Laboratolも)と室温で2時間
反応 させ た.さらに HRP cottugac substne Mt
(Bk>Rad:ハいmk)lcs)を用い,発色させた。
pPRP―(｀ と 卜pPRP―Cの検出は,オー トラジオグラ
フィーによる は :｀´ ウエスタンプロッテイング検 出
システム (A:ncsham Phamacia Blol∝h)を用いた。










Hybond‐ECL ニ トロセル ロー ス月莫 (Amcrsham
Phamacia Biot∝h)へ,タンパク質を転写した。こ










たは 卜Sg粗標品溶液 10Cl μ:を,それぞれ 4℃で一
晩固相化 した。2%Block Accにより室温, 1時間
プロッキングした後,2CXXl倍希釈した ウサギ抗
pPRP―C抗体 l∞″lを加え,4℃で一晩インキュベ










lpH 72)5CXl″lに懸濁 した 5×108個の P
gi聰ゴva騰と5×108個の口腔レンサ球菌 (S.gο滋′′
G9BI朱, S.′ηIs ATCC i59CD株,ATCC 15912オ朱,
S.οκノおATCC 9811オ朱, ATCC 10557オ朱, S.sαlg“′s
ATCC:0556株,S.め″′,′MFe28株),そして,濃
度を変えた pPRP‐C溶液 l mlを加え,分光光度計
(UV-265FW:島津製作所,京都)を用いて,37℃


















Tris―HCl(pH 72)、それぞれ 2∞〃lに懸濁した 5









実 験 結 果









トおよび pPRP―(｀ フラグメントの各ペプチ ドフラグ
メントは.推定された分子量に相当する位置に単一
のバンドとして認められた。また、アミノ酸分析 と







1.6分子量測定用マーカー 2 PRP1 3Nフラグメント
4Mフラグメント 5 ppRP―Cフラグメント
























1インヒビターなし 2 PRP1 3.Nフラグメント











144-ロレ   ‐
尋
(kD)
―  -17.7‐″ - 146
-  ―- 824
-  ―- 638























ア ミノ般残基中の75から 150アミノ酸配列中に P.
gル,g′lで″、線毛との結合領域の存在が示ll■された。


















中には, 75-80, 92‐97, 109‐‖4, 140-:`番目に存
在 した。
0        0.5        1.o        l.5
吸光度(405rrn)
図5 EL:SA法による合成ペブチ ドとR」曜″″導 毛
との結合性
















































表 lに示したア ミノ酸残基 75-89に相当するペプチ















1インヒビターなし 2 PRP1 3.pPR P―C 4peptide1 30-137


























1.インヒビターなし 2.pep●de138-145 3.P1 4.P2











0           0125         0.250
線毛結合量←nd)
図9 デリー ションペプチドによるP」確ルJ縣毛のPR Pl
被覆HAへの結合の阻害














































































が認 められた。w‐Sg粗標品溶液 に PRPl(0.5
″mo1/ml)を溶解 したものを対照 とした ところ,


























1に~S8粗標品 2 pPRP―C 3w―S8粗標品
次に、卜Sg培養 litt iCXI″l中の 卜pPRP―Cの量を
H I´SA法(吸光度 450 nm)により定量した。既知
壁の合成 pPRI)―(｀ を 、ヽLS3培養上清に溶解し,求め
らわした||,1帰iF“泉 (Y■.8×10‐2x+2.8×:0‐3)ょり, `か
-9-
害を示 し,対lЦ群 と有意な差が認められた。図 14










度から 鶉.4 nnl(メ相当の 卜pPRl)‐Cを合んでおり,ト
pl》RP―(｀は,pPRP‐CとPRPl―P.gルぼИ構 の結合に
おいて.1司等の阻害効果を示すと考えられた。
0125        025
線毛結合■(rrnd)
0          5         10
薗体結合量 (lσ)
















G9B株では 70%.S.ο〃おATCC 98:l株では 68%,
S.οκノお A・l (｀ (｀｀ 10557株では 60%、S.めИ″κ′MFe28























































































































SwisspЮ1/UPD:EuЮpean Bloinformatics lnstitute, Uni―
vesity of Genovめを用いて検索したところ, ヒト唾
液では,PRPlを合む PRPsだけでなく,塩基性




































































3`κfノルバ (.′κwノィパ 遺伝子 Lにあるサイクロイソマル














た生理活性物質では, α―ア ミラーゼは l.5m3/m14り
で,インターフェロンは 0.5-l.O μg/m141)の濃度で
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